Background and Purpose-Animal models of transient ischemia suggest that oxygen-derived free radicals produced on reperfusion of ischemic brain could constitute the main cause of reperfusion injury. We aimed to determine the presence and role of lipid peroxidation and protein oxidation-related molecules after tissue plasminogen activator-induced recanalization in human stroke. Methods-A total of 160 patients with strokes involving the middle cerebral artery and treated with tissue plasminogen activator and 60 healthy controls were included. Blood samples, transcranial Doppler recordings, and National Institutes of Health Stroke Scale scores were obtained at baseline (pretreatment), 1 hour and 2 hours after tissue plasminogen activator bolus, and 12 hours and 24 hours after stroke onset. The main lipid peroxidation end-product malondialdehyde, advanced oxidation protein products, and plasma concentrations of myeloperoxidase were assessed. Results-At baseline, all oxidative stress biomarkers were higher than in control subjects (PϽ0.01 for all comparisons).
O xidative stress, resulting from an imbalance in redox state in which pro-oxidants overwhelm antioxidant capacity, has emerged as a potential mechanism implicated in the pathogenesis and disease progression of many unrelated pathological processes, including cardiovascular diseases, cancer, and diabetes, and may therefore contribute significantly to disease mechanisms; 1 however, increased oxidative stress may also result from pathological processes. 2 Reactive oxygen species (ROS) are continuously generated in the body as a consequence of aerobic metabolism or as part of the body's defense against microorganisms. ROS are highly reactive to any or all molecular targets: lipids, proteins, nucleic acids, or carbohydrates, 1 modifying their chemical structure and generating oxidation-derived products, markers of biomolecular oxidative damage. 3 Increased ROS production has been demonstrated in ischemic stroke, both during ischemia and reperfusion, one of the main goals in stroke treatment because the recanalization of an occluded artery and restoration of the blood flow can save brain tissue. However, reperfusion might have some deleterious effects because oxidative stress can rapidly take place on reoxygenation. 4 -8 Nevertheless, although studies in animal models of cerebral ischemia have pointed to a major role of oxidative stress in ischemia/reperfusion injury, evidence of reperfusion damage in human stroke is scant. As an example in human stroke, some MRI studies using fluid-attenuated inversion recovery and perfusion-weighted images have shown how reperfusion could be linked to an early opening of the blood-brain barrier and consequently to secondary reperfusion injury and poor outcome. 9, 10 ROS generated during ischemia/reperfusion can react with unsaturated lipids of biomembranes, thereby generating malondialdehyde (MDA), an end-product of lipid peroxidation. MDA could be a biomarker of tissue injury and reflect oxidative damage; indeed, several studies have shown increased MDA concentrations in acute stroke patients. [11] [12] [13] [14] [15] Unlike MDA, the presence and role of other oxidative stress biomarkers, such as advanced oxidation protein products (AOPPs), considered to be an oxidized albumin index 16 and a useful marker for estimating protein oxidative injury in human stroke, have not been studied.
On the other hand, several studies have demonstrated a significant role of inflammatory processes in stroke, and myeloperoxidase (MPO), a key inflammatory enzyme secreted by activated neutrophils and macrophages/microglia, can generate potent oxidants and contribute to additional damage in cerebral ischemia. Therefore, stable MPO oxidation end-products have been shown to play a major role in the posthypoxic inflammatory response. [17] [18] [19] In human cerebral ischemia, certain MPO genotypes have been associated with increased brain infarct size and poorer functional outcome. 20 In the present study, we aimed to investigate the changes in MDA, AOPPs, and MPO in a cohort of tissue plasminogen activator (t-PA)-treated stroke patients during the first 24 hours after stroke and the relationship of these biomarkers with arterial recanalization and clinical evolution.
Patients and Methods

Study Population
Our target population was selected from among consecutive acute stroke patients admitted to the emergency department of Vall d'Hebron Hospital. Only patients with a nonlacunar stroke syndrome and a documented middle cerebral artery (MCA) occlusion on transcranial Doppler (TCD) were selected. All patients received intravenous t-PA in a standard 0.9 mg/kg dose (10% bolus; 90% continuous infusion for 1 hour) within 3 hours of symptom onset and following National Institute of Neurological Disorders and Stroke recommendations. According to the exclusion criteria for intravenous thrombolysis, no patients with other known ROS-generating diseases, such as neoplasm or Alzheimer's disease, were included in this study. None of the patients reported being on antioxidant compounds.
Clinical Protocol
A detailed history of vascular risk factors was obtained from each patient on admission. A set of diagnostic tests was performed to identify potential mechanisms of cerebral infarction and, on the basis of the results, etiologic subgroups were determined using the Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment criteria. 21 Stroke was also classified according to the Oxfordshire Community Stroke Project criteria, based on clinical symptoms, location, and extent of cerebral infarction. 22 Clinical examination was performed on admission and at 12, 24, and 48 hours from symptom onset using the National Institutes of Health Stroke Scale (NIHSS). 23 Neurological improvement was defined as a decrease in the NIHSS score by Ն4 points and neurological worsening as either death or an increase in NIHSS score by Ն4 points at 48 hours. 23 Complete recovery from symptoms or a decrease in Ն8 points on the NIHSS scores within the first 24 hours was considered to be a favorable short-term outcome.
Functional outcome was determined 3 months after stroke onset by the modified Rankin scale score. This study was approved by the ethics committee of the hospital, and all patients or relatives gave informed, written consent.
CT and TCD Assessment
On admission, all patients underwent a CT within the first 3 hours of stroke onset. No patient with a hypodensity involving Ͼ33% of the MCA territory received t-PA in this study. CT was repeated after 24 to 48 hours (or earlier when rapid neurological deterioration occurred) to evaluate the presence of hemorrhagic transformations. Presence and type of hemorrhagic transformations were defined according to previously published criteria. 24, 25 A baseline standard TCD examination was performed before t-PA administration and serially (1, 2, 6 , and 24 hours) thereafter, using a Multi-Dop X4 TCD (DWL Elektroniche Systeme GmbH) device, with a hand-held transducer in a range-gated, pulsed-wave mode at a frequency of 2 MHz. On admission, the location of the MCA occlusion was recorded as proximal or distal. The presence of recanalization on follow-up TCD examinations was assessed according to the thrombolysis in brain ischemia flow grading system. 26 Complete recanalization was diagnosed as improvement to a stenotic or normal (thrombolysis in brain ischemia 4 to 5 flow grades) waveforms; partial recanalization was diagnosed as an improvement in residual flow signals by at least 1 thrombolysis in brain ischemia flow grade up to thrombolysis in brain ischemia flow grades 2 to 3, and no recanalization was defined as the absence of improvement of the residual flow signal from baseline TCD.
Blood Sample Collection, Processing, and Analytical Methods
Peripheral blood samples were obtained from patients at baseline (before t-PA administration) and serially at 1 and 2 hours after t-PA administration and at 12 and 24 hours after stroke onset. Our controls were selected from among healthy, nondyslipemic relatives of the patients treated at the hospital. Overall, they were younger than our cases, with a mean age of 41 (interquartile range, 37 to 47) years. However, we were unable to find any correlation or association between MDA concentrations and age either in cases or controls (Pϭ0.85 for both stroke patients and controls).
Plasma samples were processed immediately by centrifugation at 3000 rpm for 15 minutes at 4°C and aliquots stored at Ϫ80°C until analysis.
Plasma MDA concentration was determined as its diethylthiobarbituric acid adduct after reverse-phase isocratic high-performance liquid chromatography separation of the MDA-thiobarbituric acid complex, as detailed previously. 27 The within-run and between-run coefficients of variation were 2.6% and 5.4%, respectively. AOPPs were measured as we have described previously in detail. 28 The within-run and between-run coefficients of variation were 2.7% and 4.3%, respectively. MPO concentrations were measured by an enzyme-linked immunosorbent assay (Oxis International Inc.) following manufacturer instructions. The within-run and between-run coefficients of variation of our laboratory were 5.1% and 6.5%, respectively.
Hemolytic samples were excluded from the analyses for technical reasons because hemolysis interferes with and prevents accurate determinations.
Statistical Analysis
Statistical analyses were performed by use of the SPSS statistical package, version 15.0. Kolmogorov-Smirnov tests were performed to assess for MDA, AOPPs, and MPO normal distributions. Statistical significance for intergroup differences was assessed by 
Results
This study included 160 t-PA-treated stroke patients and 60 healthy controls. Demographic and baseline characteristics of the stroke patients are shown in Table 1 . Mean age was 74 years, and 55% were males. Median pretreatment NIHSS score was 17 (range, 12 to 20), and 70% of the patients showed an MCA proximal occlusion on baseline TCD.
MDA, AOPPs, and MPO Determinations
Serial determinations were obtained for 160, 152, 152, 104, and 96 patients at baseline, at 1 and 2 hours after t-PA administration, and at 12 and 24 hours after stroke onset, respectively. Only MDA concentration was distributed normally.
At baseline, concentrations of oxidative markers were as follows: MDAϭ1.13Ϯ0.33 mol/L; AOPPsϭ109.5 (79.2 to 150.2) mol/L; and MPOϭ21. 8 (8.6 to 44.1) ng/mL, all significantly higher than in control patients: MDAϭ 0.69Ϯ0.24 mol/L; AOPPSϭ97.5 (69.5 to 114.5) mol/L; and MPOϭ14.4 (0.9 to 22.4) ng/mL (PϽ0.01 for all comparisons).
Oxidative stress biomarker temporal profile and control determinations are shown in Figure 1A through 1C. MDA concentrations were increased compared with healthy controls throughout the study (P for all comparisons Ͻ0.001; Figure 1A ). AOPP concentration was slightly higher than controls at baseline, and MPO concentrations were elevated 1 hour after t-PA administration and 12 hours after stroke onset ( Figure 1C ).
Factors Associated With Oxidative Stress Markers
Several risk factors including history of diabetes mellitus and atherothrombotic stroke etiology were associated with the baseline MDA concentration ( Table 2 ). AOPP and MPO concentrations were higher in men than in women and in smokers than in nonsmokers. Moreover, baseline glucose concentration was positively correlated with MDA concentration (PϽ0.05 for all study determinations) and MPO concentration with leukocyte count (PϽ0.05 from baseline to 2 hours).
Oxidative Stress Markers, Arterial Recanalization, and Hemorrhagic Complications
Patients presenting with a proximal occlusion (70%) had significantly higher MDA concentration at baseline and follow-up determinations (P values of 0.1, Ͻ0.05, and Ͻ0.001 for baseline, 1 hour, and 2 hours, respectively) than patients with a distal occlusion.
Regarding arterial recanalization, no significant increase or decrease was observed in the biomarkers analyzed after reperfusion, regardless of the time of recanalization assessment ( Figure 2 ). However, patients with higher MDA concentrations from baseline to 2 hours were found to be those who remained with persistent occlusions 24 hours after the t-PA administration ( Figure 2 ). Other variables related to the absence of recanalization were: presence of a proximal occlusion at baseline, NIHSS score on admission, atherothrombotic etiology and female sex, among which significant predictors for the absence of recanalization were female sex (odds ratio, 4.2 [1.62 to 10.4; Pϭ0.003] ), proximal occlusion (odds ratio, 3.7 [1.18 to 11; Pϭ0.025]) , and atherothrombotic stroke etiology (odds ratio, 3.2 [1.14 to 8.9; Pϭ0.026 
]).
Regarding hemorrhagic complications, significantly higher baseline MDA concentrations were found in patients with a parenchymal hemorrhagic transformation than in those without it (1.27Ϯ0.34 versus 1.10Ϯ0.32 mol/L; Pϭ0.028; Figure 3 ).
Finally, AOPP and MPO concentrations were not associated with baseline vessel status, recanalization, or hemorrhagic complications in our study.
Oxidative Stress Markers and Clinical Evolution
MDA concentrations were positively correlated with baseline and follow-up NIHSS scores in almost all determinations. Moreover, the patients with lower MDA concentrations at 1 and 2 hours after t-PA administration more often made a complete recovery from their symptoms or a more pronounced improvement in NIHSS scores (decrease of Ն8 points) at 24 hours (0.99 versus 1.10, Pϭ0.058 for 1-hour MDA; 1.02 versus 1.14 for 2-hour MDA, Pϭ0.032). Further, a positive correlation of MDA concentration at 1 and 2 hours with the functional outcome, measured by the modified Rankin scale, was observed. Thus, as shown in Figure 3 , a higher 1-hour MDA concentration was found in functionally dependent versus functionally independent patients at the third month after stroke (1.12Ϯ0.30 versus 0.97Ϯ0.30; Pϭ0.005) .
No correlation existed between AOPP and MPO concentrations with either the NIHSS score at any time or with the functional outcome at the third month.
Discussion
This study shows that none of the oxidative stress (MDA or AOPPs) and inflammation (MPO) biomarkers could be used as reliable indicators of brain injury after reperfusion in human stroke because no identifiable changes in their concentrations were observed after t-PA-induced recanalization of the MCA.
In experimental focal ischemia, reperfusion has been reported to prevent infarct growth and aggravate the bloodbrain barrier disruption, depending on the severity and duration of the previous ischemia. ROS generated during ischemia/ reperfusion can produce toxic changes and react with the unsaturated lipids leading to generation of by-products of lipid peroxidation such as MDA. [5] [6] [7] 29 Unlike experimental animal studies, in human stroke, there is no clear evidence that the reperfusion injury does exist. However, its presence has not been denied, and indeed, several studies have tested treatments to prevent reperfusion injury. In our study, we had hypothesized that these biomarkers may increase after recanalization of the occluded artery to finally conclude that no significant changes were observed in the bloodstream after induced arterial recanalization.
High concentrations of oxidative stress biomarkers in stroke patients, as we found, have been shown previously by others. [11] [12] [13] [14] [15] 30 Regarding MDA concentrations, some studies demonstrated that it is higher in acute stroke than in controls. [11] [12] [13] [14] [15] However, the results concerning MDA concentration changes over time are not clear enough; whereas Demirkaya et al 12 found increased MDA concentrations at 24 hours but not at the seventh day after stroke, Sharpe et al 15 found the opposite, with normal concentration at the day of admission but an additional increase at 48 hours. Constantly elevated MDA values in several determinations during the first week after stroke have been reported. 13 Different techniques for MDA determinations or stroke severity at baseline might explain the observed differences in the time course of MDA concentration. Our results are in agreement with most of the previous studies showing acute increases in MDA concentrations, and even more, they could be found raised as early as within the first 3 hours. 
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This early rise in MDA concentration appears to have an impact in the clinical outcome because patients with the highest initial MDA concentration had the worst prognosis in the acute phase (24 hours) and also at long term (third month). According to Halliwell et al, 3 the main criteria for implicating ROS as a significant mechanism of tissue injury in human disease are that the time course of the oxidative damage should be consistent with the time course of tissue injury, preceding or accompanying it, and that it should be associated with later development or outcome, as observed in the patients of the present study.
The relationship between MDA concentration and outcome could be explained by several factors. First of all, MDA concentration was correlated with NIHSS and was higher in the presence of a proximal occlusion. Thus, more severe strokes were associated with a higher MDA concentration. Second, we found that the patients with higher early MDA concentration, who had not recanalized by the end of the t-PA treatment or 1 hour later, are more likely to have persistent occlusions of the MCA. Regarding this, one in vitro study has demonstrated previously that the fibrin-binding affinity of t-PA can be damaged by exposure to an oxidant environment and that the characteristic advantage of thrombus selectivity of t-PA in both spontaneous thrombolysis and thrombolytic therapy may be diluted in circumstances in which reactive oxidants exist. 31 Also it is known that the presence of arterial occlusion persistence beyond t-PA infusion is an independent predictor of higher risk of symptomatic intracranial hemorrhage in systemic thrombolysis. 32 We also found elevated MDA concentration in patients with hemorrhagic complications, which are known to be good indicators of poor prognosis. 33 Regarding the other biomarkers, related with the oxidation of plasma proteins and plasma amino acids (AOPPs and MPO), we have not found any remarkable fact. Their concentrations are transiently increased in the hyperacute phase of stroke, and no significant changes were observed regarding recanalization or outcome. One previous study, reported by Chang et al, claimed not to have found any difference in protein carbonyls between stroke patients and controls. 34
Study Limitations
A transient increase in oxidative stress biomarkers might occur that escapes our sampling times, although that is a remote possibility. We missed some of the serial determinations, but the sample size is large enough to keep the statistical power to detect differences. Controls were used in this study only to ascertain the normal level of MDA (determined by high-performance liquid chromatography) in the healthy adult population as reference values. However, because some oxidative stress markers are increased in elderly subjects, 35 any difference observed between stroke patients and controls would be potentially attributable to age. Despite this fact, we would like to emphasize that our study comprises serial level changes over time, and therefore, each patient is his or her own control. Additional studies will be required using other more appropriate controls, such as those matched for age and non-t-PA-treated stroke patients.
Other lipid peroxidation products that are widely accepted as oxidative stress indices, such as thiobarbituric acidreactive substances or the F2-isoprostanes, have not been covered by this article. However, in opposition to thiobarbituric acid-reactive substances measurement, which could be relatively nonspecific, the MDA results presented herein were obtained by high-performance liquid chromatography, a highly specific, sensitive, and reproducible method, which measures MDA-thiobarbituric acid adduct without interference from other substances present in plasma. 27 Also, the role of antioxidants in this setting could be of interest, but because human plasma protection against free radical injury is offered by a wide spectrum of antioxidants with synergic action, individual measurements do not always reflect the antioxidant status. When these results are reproduced in future studies by independent groups, special care should be taken in any situation modifying oxidative stress-related markers (ie, antioxidants).
Finally, we are aware that what we are actually measuring plasma biomarker concentrations that could reflect processes all over the body and not just the brain. However, the oxidative stress temporal profile, consistent with the time course of tissue injury and the associations found between oxidative stress biomarkers, stroke severity, and outcome render this possibility unlikely. Although demonstration in situ of molecular oxidative damage and cell injury would be the best way to show that a reperfusion-induced ROS injury has occurred in brain, postmortem analyses of these oxidized molecules would not provide a rigorous demonstration of the damage done by ROS either because, in brain death, massive oxidative damage is produced, which may mask the amount of oxidative damage caused by the reperfusion-driven ROS injury. In conclusion, our study shows that although oxidative stress biomarkers related to lipid peroxidation are associated with stroke severity and outcome, no identifiable changes in their concentrations are observed after t-PA-induced recanalization. Оксидантный стресс, развивающийся в результате дисбаланса в процессах окисления-восстановления, при котором прооксиданты подавляют антиокси-дантную систему, считают потенциальным механиз-мом, участвующим в патогенезе и прогрессировании заболеваний при многих несвязанных между собой патологических процессах, включая сердечно-сосу-дистые заболевания, рак и сахарный диабет. Он вно-сит значительный вклад в механизмы заболеваний [1] , вместе с тем усиление оксидантного стресса также может быть результатом патологических процессов [2] . Активные формы кислорода (АФК) непрерывно образуются в организме в результате аэробного обме-на либо в процессе защиты от микроорганизмов. АФК быстро вступают в реакцию с любыми молекулярны-ми мишенями: липидами, белками, нуклеиновыми кислотами и углеводами [1] , изменяя их химическое строение и образуя продукты окисления -маркеры окислительных биомолекулярных повреждений [3] .
Повышение продукции АФК было выявлено при ишемическом инсульте во время ишемии и репер-фузии -одной из главных целей в лечении инсульта, поскольку реканализация окклюзированной арте-рии и восстановление кровотока позволяют сохра-нить жизнеспособность ткани головного мозга. Тем не менее реперфузия может иметь некоторые пагубные последствия, поскольку оксидантный стресс может быстро сменяться реоксигенацией [4] [5] [6] [7] [8] . Несмотря на то что результаты исследований моделей ишемии головного мозга на животных указывают на важ-ную роль оксидантного стресса при реперфузион-ном повреждении, доказательства реперфузионного повреждения при инсульте у человека ограниченны. В некоторых исследованиях с применением магнит-но-резонансной томографии (МРТ) при инсульте у человека с использованием режима с подавлением сигнала свободной воды (FLAIR) и перфузионно-взвешенной МРТ (ПВ-МРТ) было показано, как реперфузия может быть связана с ранним повышени-ем проницаемости гематоэнцефалического барьера и, следовательно, с вторичным реперфузионным по-вреждением и неблагоприятным исходом [9, 10] .
Активные формы кислорода, образующиеся при ишемии/реперфузии, могут вступать в реакцию с ненасыщенными липидами биомембран, образуя малоновый диальдегид (МДА) -конечный продукт перекисного окисления липидов, который может являться биомаркером повреждения тканей и отра-жать степень окислительного повреждения. Более того, в некоторых исследованиях продемонстрирова-ли повышение содержания МДА у пациентов с ост-рым инсультом [11] [12] [13] [14] [15] С другой стороны, в нескольких исследованиях про-демонстрировали значительную роль воспалительных процессов при инсульте, на фоне которых миелопе-роксидаза (МПО) -ключевой фермент воспаления, выделяемый активированными нейтрофилами и мак-рофагами/микроглией, может продуцировать мощные оксиданты и вносить вклад в дополнительное пов-реждение головного мозга при ишемии. Таким обра-зом, стабильные конечные продукты окисления МПО, возможно, играют важную роль в постгипоксических воспалительных реакциях [17] [18] [19] . При ишемии голов-ного мозга у человека определенные генотипы МПО ассоциированы с увеличенными размерами очага инфаркта головного мозга и более неблагоприятными функциональными исходами [20] .
сравнений). Содержание малонового диальдегида оставалось стабильно высоким на протяжении всего периода исследования по сравнению с группой контроля, в то время как концентрация миелопероксидазы была зна-чительно выше в начале исследования, через 1 час после введения ТАП и через 12 часов от момента появления симптомов инсульта. Была выявлена корреляционная связь между содержанием малонового диальдегида и тяжестью инсульта и ассоциация с исходами и развитием геморрагических осложнений. В отношении реканализации у пациентов, у которых произошла реканализация средней мозговой артерии к окончанию введения ТАП (44%) или позднее, не выявили резкого повышения содержания какой-либо из исследуемых молекул. Выводы. Наше исследование продемонстрировало, что при инсульте изначально развивается системное окислительное повреждение липидов и белков. В отличие от результатов исследований на животных, связь между оксидантным повреждением липидов и белков, связанным с воздействием свободных радикалов кислорода, и реперфузионным повреждением после реканализации артерий не установлена.
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Цель нашего исследования заключалась в изуче-нии динамики изменения содержания МДА, ПИОБ и МПО в группе пациентов, получавших тканевой активатор плазминогена (ТАП) в течение первых 24 часов после инсульта, а также взаимосвязи этих биомаркеров, реканализации артерий и клиническо-го течения заболевания.
■ ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ ВЫбОРКА ИССЛЕДОВАНИя
Целевая популяция была сформирована из числа произвольно отобранных пациентов с острым инсуль-том, поступивших в отделение неотложной помощи клиники Vall d'Hebron. Были отобраны только паци-енты с синдромом нелакунарного инсульта и под-твержденной при проведении транскраниальной допплерографии (ТКДГ) окклюзией средней мозго-вой артерии (СМА). Всем пациентам вводили внутри-венно ТАП в стандартной дозе 0,9 мг/кг (10% болюс-но; 90% в виде непрерывной инфузии в течение 1 часа) не позднее 3 часов с момента появления симптомов в соответствии с рекомендациями Национального института неврологических расстройств и инсульта. Согласно критериям исключения при проведении внутривенного тромболизиса, пациентов с другими известными заболеваниями, сопровождающимися избыточной продукцией АФК, такими как новооб-разования или болезнь Альцгеймера, не включи-ли в данное исследование. Ни один из пациентов не принимал антиоксиданты.
КЛИНИЧЕСКИй ПРОТОКОЛ
При поступлении у каждого пациента собирали подробный анамнез относительно факторов риска развития сосудистых заболеваний. Для выявления потенциальных механизмов развития инфаркта головного мозга проводили целый ряд диагности-ческих тестов, а на основе полученных результатов с помощью критериев Trial of Org 10172 in Acute Stroke Treatment criteria определяли этиологические подгруппы инсульта [21] . Инсульт также классифи-цировали в соответствии с критериями Oxfordshire Community Stroke Project criteria на основании кли-нических симптомов, локализации и объема очага инфаркта головного мозга [22] .
Клиническое обследование проводили при пос-туплении и через 12, 24 и 48 часов от момента появ-ления симптомов инсульта с использованием Шкалы инсульта Национальных институтов здравоохра-нения (NIHSS) [23] . Неврологическим улучшением считали снижение оценки по NIHSS на ≥4 балла, а неврологическим ухудшением -летальный исход или повышение оценки по NIHSS на 4 балла и более через 48 часов [23] . Полное разрешение симптомов или снижение оценки по NIHSS на ≥8 баллов в тече-ние первых 24 часов считали благоприятным крат-косрочным исходом.
Функциональные исходы оценивали через три месяца после появления симптомов инсульта по модифицированной шкале Рэнкина. Проведение исследования было одобрено этическим комитетом клиники, все пациенты или их родственники дали письменное информированное согласие на участие в исследовании.
КТ И ТКДГ ИССЛЕДОВАНИя
Всем пациентам при поступлении проводили ком-пьютерную томографию (КТ) не позднее первых 3 часов от момента появления симптомов инсульта. В нашем исследовании ни одному пациенту с во-влечением в зону гиподенсивного сигнала более 33% бассейна СМА не вводили ТАП. Повторно КТ выпол-няли через 24 и 48 часов (или раньше в случае быстро-го неврологического ухудшения) для выявления при-знаков геморрагической трансформации. Наличие и тип геморрагической трансформации определяли в соответствии с ранее опубликованными критери-ями [24, 25] .
Исходно стандартную ТКДГ проводили до введе-ния ТАП и последовательно (через 1, 2, 6 и 24 часа), используя аппарат Multi-Dop X4 TCD (DWL Elektroniche Systeme GmbH) с ручным датчиком в импульсно-волновом режиме с частотой 2 МГц. Окклюзию СМА при поступлении классифициро-вали как проксимальную или дистальную. Наличие реканализации при последующих ТКДГ исследо-ваниях оценивали в соответствии с классификаци-ей TIMI (Thrombolysis in Myocardial Infarction) [26] . Полную реканализацию диагностировали в случае изменения пульсовых волн от стенотических до нор-мальных (тромболизис при ишемии головного мозга, IV-V степень кровотока по TIMI), частичную рекана-лизацию диагностировали в случае улучшения сиг-нала остаточного кровотока не меньше чем на одну степень тромболизиса при ишемии головного мозга, вплоть до тромболизиса при ишемии головного мозга II-III степени, а отсутствие реканализации -как отсутствие улучшения сигнала остаточного кровото-ка по сравнению с исходной ТКДГ.
ВзяТИЕ ОбРАзЦОВ КРОВИ, ОбРАбОТКА И МЕТОДЫ РАСЧЕТА
Образцы периферической крови брали у пациентов при поступлении (до введения ТАП) и последова-тельно через 1 и 2 часа после внутривенного введения ТАП, и через 12 и 24 часа от момента появления симп-томов инсульта. Группу контроля составили здоровые родственники пациентов нашей клиники, не имею-щие дислипидемии. В целом они были моложе, чем наши пациенты, их средний возраст составлял 41 год (межквартильный размах [МКР] от 37 до 47 лет). Тем не менее нам не удалось обнаружить какой-либо кор-реляции или ассоциации между содержанием МДА и возрастом в этих двух группах (р=0,85 для пациен-тов с инсультом и для группы контроля).
Образцы плазмы немедленно центрифугировали при 3000 об/мин в течение 15 минут при 4°С, алик-воты хранили при температуре -80°C до проведения анализа. Концентрацию МДА в плазме определяли по его аддукту -диэтилтиобарбитуровой кисло-те после разделения при обратнофазовой изокра-тической высокоэффективной жидкостной хро-матографии комплекса МДА и тиобарбитуровой кислоты, методика измерения концентрации была подробно описана ранее [27] . Внутрисерийный и межсерийный коэффициенты корреляции соста-вили 2,6 и 5,4% соответственно. Методика опреде-ления содержания ПИОБ также была ранее под-робно нами описана [28] . Внутрисерийный и меж-серийный коэффициенты корреляции составили 2,7 и 4,3% соответственно. Концентрацию МПО определяли с помощью иммуноферментного ана-лиза (Oxis International, Inc) согласно инструкции производителя. Внутрисерийный и межсерийный коэффициенты корреляции в нашей лаборатории составили 5,1 и 6,5% соответственно. Образцы крови с гемолизом исключили из анализа по тех-ническим причинам, поскольку наличие гемолиза препятствует точным расчетам.
СТАТИСТИЧЕСКИй АНАЛИз
Статистический анализ проводили с использо-ванием пакета программ обработки статистичес-ких данных SPSS, версия 15.0. Тесты Колмогорова-Смирнова проводили для проверки нормального распределения значений содержания МДА, ПИОБ и МПО. Статистическую значимость межгруп-повых различий оценивали с помощью критерия хи-квадрат Пирсона и точного критерия Фишера для дискретных переменных, а также t-критерия Стьюдента, дисперсионного анализа (ANOVA), кри-терия Манна-Уитни и теста Крускала-Уоллиса для непрерывных переменных. Критерий Стьюдента для парных выборок и/или непараметрические тесты для взаимосвязанных выборок (непараметрический критерий Фридмана) использовали для анализа раз-личий во временнóм профиле концентрации каждой молекулы. Корреляцию между числовыми перемен-ными оценивали с помощью коэффициента корреля-ции Пирсона или Спирмена по мере необходимости.
Наконец, провели анализ логистической регрессии с целью выявления потенциальных предикторов отсутствия поздней реканализации. Значения при р<0,05 считали статистически значимыми.
■ РЕзУЛЬТАТЫ В исследование были включены 160 пациентов с инсультом, которым проводили внутривенную тром-болитическую терапию, контрольную группу соста-вили 60 здоровых добровольцев. Демографические и исходные характеристики пациентов, перенесших инсульт, приведены в таблице 1. Средний возраст пациентов с инсультом составил 74 года, мужчин было 55%. Медиана оценки по шкале NIH до нача-ла лечения составила 17 баллов (от 12 до 20 баллов), у 70% пациентов по результатам исходной ТКДГ выявили проксимальную окклюзию СМА.
ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРжАНИя МДА, ПИОб И МПО
Последовательные измерения содержания маркеров выполнили у 160, 152, 152, 104 и 96 пациентов исходно, Временнóй профиль маркеров оксидантного стрес-са и результаты контрольных измерений представ-лены на рис. 1 A-В. Содержание МДА у больных было выше по сравнению со здоровыми лицами контрольной группы на протяжении всего времени исследования (р<0,001 для всех сравнений; рис. 1А). Содержание ПИОБ у них было несколько выше, чем в контрольной группе на исходном уровне, а кон-центрация МПО была повышена через 1 час после введения ТАП и через 12 часов от момента появления симптомов инсульта (рис. 1В).
ФАКТОРЫ, АССОЦИИРОВАННЫЕ С МАРКЕРАМИ ОКСИДАНТНОГО СТРЕССА
Некоторые факторы риска, в т. ч. наличие в анам-незе сахарного диабета и инсульта атеротромбо-тической этиологии, были ассоциированы с исход-ным содержанием МДА (таблица 2). Содержание ПИОБ и концентрация МПО были выше у мужчин, чем у женщин, и у курильщиков, чем у некурящих. Кроме того, выявили положительную корреляцион-ную связь между исходной концентрацией глюкозы и содержанием МДА (р<0,05 для всех измерений в исследовании) и концентрацией МПО и числом лейкоцитов (р<0,05 от исходного уровня до концент-рации через 2 часа).
МАРКЕРЫ ОКСИДАНТНОГО СТРЕССА, РЕКАНАЛИзАЦИя АРТЕРИй И ГЕМОРРАГИЧЕСКИЕ ОСЛОжНЕНИя
У пациентов с проксимальной окклюзией (70%) было значительно выше содержание МДА на исход-ном уровне и при последующих измерениях (р<0,1, р<0,05 и р<0,001 для исходного уровня, через 1 и 2 часа соответственно), чем у пациентов с дисталь-ной окклюзией.
В отношении реканализации артерий не уда-лось выявить значимого увеличения или уменьше-ния уровня маркеров, проанализированного после реперфузии независимо от времени оценки наличия реканализации (рис. 2). Однако у пациентов с более высоким содержанием МДА на исходном уровне и через 2 часа выявили персистирующую окклюзию через 24 часа после введения ТАП (рис. 2). Другими факторами, связанными с отсутствием реканали-зации, были: наличие проксимальной окклюзии на исходном уровне, оценка по шкале NIH при по-ступлении, атеротромботическая этиология инсульта и принадлежность к женскому полу. Среди этих фак-торов значимыми предикторами отсутствия река-нализации были: принадлежность к женскому полу (отношение шансов [ОШ]=4,2, 95% доверительный интервал [ДИ] от 1,62 до 10,4; р=0,003] ), проксималь-ная окклюзия (ОШ=3,7, 95% ДИ от 1,18 до 11; р=0,025) и атеротромботическая этиология инсульта (ОШ=3,2, 95% ДИ от 1,14 до 8,9; р=0,026) .
Что касается геморрагических осложнений, более высокое содержание МДА на исходном уровне было обнаружено у пациентов с геморрагической транс-формацией по типу пропитывания, чем у пациен-тов без геморрагической трансформации (1,27±0,34 и 1,10±0,32 мкмоль/л соответственно; р=0,028; рис. 3) . Наконец, в нашем исследовании не выявили ассоциа-ций между содержанием ПИОБ, концентрацией МПО и исходным состоянием сосудов, достижением рекана-лизации или геморрагическими осложнениями. 
МАРКЕРЫ ОКСИДАНТНОГО СТРЕССА И ТЕЧЕНИЕ зАбОЛЕВАНИя
Содержание МДА положительно коррелировало с исходной оценкой по шкале NIH и оценкой по шкале NIH почти при всех последующих измерениях. Кроме того, у пациентов с более низким содержанием МДА через 1 и 2 часа после введения ТАП чаще наблюдали полное восстановление или более выраженное улучше-ние по шкале NIH (снижение на 8 баллов) через 24 часа (0,99 мкмоль/л по сравнению с 1,10 мкмоль/л, р=0,058 для содержания МДА через 1 час; 1,02 и 1,14 мкмоль/л для содержания МДА через 2 часа, р=0,032). 1,16±0,36 116,9 (81,08-163,25) 23,9 (8,53-45,95) ≥74 лет 1,11±0,29 102,25 (77,94-137,82) 20,37 (8,48-37,5) Пол: 0,26 0,028 0,004 мужской 1,16±0.33 117,4 (84,86-117,4) 27,7 (13,58-51,14) женский 1,10±0,31 92,36 (74-128,1) 12,82 (6, 5) АГ: 0,44 0,83 0,48 да 1,12±0,35 104,9 (77,32-148) 19.55 (8, 5) нет 1.15±0.29 111 (79,9-153,3) 22,71 (9, (33) (34) (35) (36) (37) (38) (39) (40) (41) (42) (43) (44) (45) 6) Сахарный диабет: 0,014 0,16 0,13 да 1,27±0,34 125,35 (80,4-198,4) 25,5 (10,58-59,5) нет 1,10±0,31 107,9 (78,1-140,52) 20,37 (8,23-36,6) Гиперлипидемия: 0,043 0,33 0,78 06±0,32 114,9 (78,05-165) 22,5 (8,6-43,96) нет 1,17±0,32 107,6 (79,9-140,6) 20,73 (8,30-44,6) Курение: 0,89 0,032 0,035 14±0,36 120,9 (97,5-217,1) 35,6 (12,23-61,9) нет 1,12±0,31 104,5 (75,58-142,5) 19,01 (8, (27) (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) 39) Фибрилляция предсердий: 0,17 0,61 0,38 09±0,30 112,0 (81,93-135,35) 22,3 (11,3-43,2) нет 1,17±0,34 106,4 (77,5-160,7) 20,73 (6, 7) ИБС: 0,38 0,51 0,61 09±0,36 103,2 (67,55-140,6) 13,02 (9, 9) нет 1,15±0,31 111,0 (80,4-153,1) 22,16 (8,3-45,1) Инсульт в анамнезе: 0,42 0,67 0,42 да 27, 14±16,29 117,7 (88,9-129,6) 22,88 (12,6-37,6) нет 31, 92±39,66 106,4 (77,26-152,9) 19,95 (7, 9) Антиагреганты: 0,88 0,9 0,10 14±0,34 109,55 (80,03-141,7) 26,82 (10, 2) нет 1,13±0,32 108,7 (77,02-154,1) 19,96 (5.5-36,6) Пероральные сахароснижающие препараты:
0,019 0,20 0,068 31±0,2 125,3 (85,9-179,8) 46,24 (21,8-104,6) нет 1,09±0,3 110,9 (77,3-142,5) 22.16 (8.9-45.8) Статины: 0,59 0,81 0,83 10±0,31 104,2 (78,2-170,8) 16,28 (8,6-44,9) нет 1,14±0,32 107,9 (78,1-142,1) 22,16 (7, 5) Этиологический подтип инсульта: 0,011 0,98 0,58 24±0,31 118,4 (80,93-161,5) 22,72 (4,96-44,4) кардиоэмболический 1,08±0,35 110,45 (72,8-182,4) 22,86 (10,98-42,23) лакунарный … … … Неизвестная этиология 1,09±0,35 105,8 (82,54-130,82) 15,77 (5, 2) Примечение.
МКР -межквартильный размах; АГ-артериальная гипертензия; ИБС -ишемическая болезнь сердца
Кроме того, между содержанием МДА через 1 и 2 часа и функциональными исходами, опреде-ленными по модифицированной шкале Рэнкина, также обнаружили положительную корреляцион-ную связь. Таким образом, у функционально зави-симых пациентов через 3 месяца после инсульта по сравнению с функционально независимыми (как показано на рис. 3) содержание МДА через 1 час после введения ТАП было выше (1,12±0,30 и 0,97±0,30 мкмоль/л соответственно, р=0,005) .
Между содержанием ПИОБ, концентрацией МПО и оценкой по NIHSS в любой момент времени, а также функциональными исходами через 3 месяца после инсульта корреляционной связи не выявили. ■ ОбСУжДЕНИЕ В исследовании показали, что ни один из био-маркеров оксидантного стресса (МДА или ПИОБ) и воспаления (МПО) не является надежным показа-телем повреждения головного мозга после реперфу-зии при инсульте у человека, поскольку после ТАП-индуцированной реканализации СМА не обнаружи-ли заметного изменения их содержания.
В экспериментальных моделях очаговой ишемии реперфузия, как сообщается, предотвращала увели-чение объема очага инфаркта и усугубляла нарушение целостности гематоэнцефалического барьера в зави-симости от тяжести и продолжительности предшест- вующей ишемии. Активные формы кислорода, обра-зующиеся при ишемии/реперфузии, могут вызывать повреждения и вступать в реакцию с ненасыщен-ными липидами, приводя к образованию побочных продуктов перекисного окисления липидов, таких как МДА [5] [6] [7] 29] . В отличие от эксперименталь-ных исследований на животных, не существует чет-ких доказательств того, что при инсульте у чело-века развиваются реперфузионные повреждения. Тем не менее их наличие не было опровергнуто и, действительно, в нескольких исследованиях изучали методы предотвращения реперфузионных повреж-дений. В нашем исследовании мы предположили, что уровень этих биомаркеров может увеличиться после реканализации окклюзированной артерии, и в финале пришли к заключению, что никаких сущест-венных изменений в крови после индуцированной реканализации артерий не было.
Повышение содержания биомаркеров оксидантно-го стресса у пациентов, перенесших инсульт, было продемонстрировано ранее и другими авторами [11] [12] [13] [14] [15] 30] . Что касается содержания МДА, в некоторых исследованиях показали, что его уровень выше у лиц с острым инсультом по сравнению с контрольной группой [11] [12] [13] [14] [15] . Тем не менее данные, касающиеся динамики изменения содержания МДА недостаточно ясны; S. Demirkaya и соавт.
[12] обнаружили повыше-ние содержания МДА через 24 часа, но не через семь дней после инсульта, тогда как P.C. Sharpe и соавт.
[15], напротив, выявили нормальное его содержание при поступлении, но повышение содержания через 48 часов. Были сообщения о постоянно повышенном уровне МДА при нескольких измерениях в течение первой недели после инсульта [13] . Объяснением наблюдаемых различий в динамике содержания МДА могут быть использование различных методик опре-деления МДА или исходная тяжесть инсульта. Наши результаты согласуются с большинством ранее про-веденных исследований, демонстрирующих резкое повышение содержания МДА, более того, оно может быть повышено даже в течение первых 3 часов.
Раннее повышение содержания МДА, как пред-ставляется, оказывает влияние на клинический исход, потому что у пациентов с исходно повышен-ным содержанием МДА был более неблагоприятный прогноз в остром периоде (через 24 часа), а также в отдаленном периоде (через 3 месяца). В соответст-вии с результатами B. Halliwell и соавт. [3] основными критериями причастности АФК к одному из важней-ших факторов повреждения тканей при заболеваниях у человека являются: возможное соответствие дина-мики окислительного повреждения и динамики пов-реждения тканей, предшествующего или сопровож-дающего его, и связь с дальнейшим развитием или исходами, что и наблюдалось у пациентов в настоя-щем исследовании.
Связь между содержанием МДА и исходами можно объяснить несколькими факторами. Во-первых, содержание МДА коррелировало с оценкой по шкале NIH и было выше при наличии проксимальной окклюзии. Таким образом, более тяжелые инсуль-ты были ассоциированы с более высоким уровнем МДА. Во-вторых, мы обнаружили, что у пациентов с ранним повышением содержания МДА, у которых не произошла реканализация артерии к концу вве-дения ТАП или спустя 1 час, вероятнее всего, была персистирующая окклюзия СМА. Например, ранее в одном исследовании in vitro продемонстрировали, что фибрин-связывающая способность ТАП может быть нарушена под воздействием окружающей окислительной среды, и что характерное преиму-щество ТАП -его избирательность, при спонтанном тромболизисе и тромболитической терапии может быть ослаблено при наличии в среде активных окси-дантов [31] . Также известно, что наличие стойкой окклюзии артерий до введения ТАП является неза-висимым предиктором высокого риска развития симптомного внутричерепного кровоизлияния при системном тромболизисе [32] . Мы также обнару-жили повышение содержания МДА у пациентов с геморрагическими осложнениями, которые, как известно, являются важными предикторами небла-гоприятного прогноза [33] .
Что касается других биомаркеров, связанных с окислением белков и аминокислот плазмы (ПИОБ и МПО), нам не удалось обнаружить заметных раз-личий. Их содержание временно повышалось в ост-рейшем периоде инсульта, но каких-либо сущест-венных изменений, связанных с реканализацией или исходом, не было. В одном из ранее проведенных исследований C.Y. Chang и соавт. утверждали, что не обнаружили различий в содержании протеиновых карбонилов у пациентов с инсультом и лиц контроль-ной группы [34] .
ОГРАНИЧЕНИя ИССЛЕДОВАНИя
Временное повышение содержания биомаркеров оксидантного стресса могло появляться в период, когда не мы проводили отбора проб крови для анализа, хотя это и маловероятно. Мы пропустили несколько последовательных измерений, но размер выборки был достаточно большим, чтобы поддер-жать статистическую мощность для выявления раз-личий. Группу контроля использовали в настоящей работе только для того, чтобы установить нормаль-ный уровень содержания МДА (методом жидкост-ной хроматографии высокого разрешения) в здоро-вой взрослой популяции в качестве контрольного значения. Однако, поскольку у пожилых людей уро-вень содержания некоторых маркеров оксидантного стресса повышается [35] , любые различия, наблюда-емые между пациентами с инсультом и контрольной группой, могут потенциально быть связаны с воз-растом. Несмотря на это мы хотели бы подчеркнуть, что в нашем исследовании проводили последова-тельное измерение содержания маркеров и, следова-тельно, серии проб у каждого пациента выступают в качестве самоконтроля. В дополнительных иссле-дованиях необходимо будет использовать другие, более подходящие контрольные группы, например, подобранные по возрасту и не получавшие ТАП пациенты с инсультом.
Другие продукты перекисного окисления липи-дов, получившие широкое признание в качестве показателей оксидантного стресса, такие как реак-тивные метаболиты тиобарбитуровой кислоты или F2-изопростаны, не изучали в данной работе. Тем не менее в противовес измерению содержания мета-болитов тиобарбитуровой кислоты, которое может быть относительно неспецифическим, представлен-ные в настоящей работе данные об изменении содер-жания МДА были получены методом жидкостной хроматографии высокого разрешения, высокоспеци-фичным, чувствительным и воспроизводимым мето-дом, который позволяет определять уровень аддукта МДА-тиобарбитуровой кислоты без интерференции со стороны других веществ, присутствующих в плаз-ме [27] . Кроме того, может представлять интерес роль антиоксидантов в условиях реперфузии, но посколь-ку в защите от повреждения в результате воздействия свободных радикалов в плазме человека участву-ет широкий спектр антиоксидантов с синергичным действием, индивидуальные измерения не всегда отражают антиоксидантный статус. В случае исполь-зования полученных результатов в будущих исследо-ваниях независимыми группами, необходимо соб-людать особую осторожность в любых условиях, при которых происходит изменение содержания марке-ров оксидантного стресса (например, прием антиок-сидантов).
Наконец, мы понимаем, что определяли уровни содержания биомаркеров в плазме, которые факти-чески могут отражать процессы во всем теле, а не только в головном мозге. Тем не менее описанный нами временнóй профиль оксидантного стресса, соответствующий динамике повреждения тканей и ассоциации между уровнями биомаркеров окси-дантного стресса, тяжестью инсульта и исходами, подтверждают наши выводы. Хотя более наглядным подтверждением развития в головном мозге пораже-ния в результате воздействия АФК, образованными при реперфузии, будет демонстрация окислитель-ного повреждения молекул и повреждения клетки in situ. Посмертный же анализ содержания повреж-денных молекул не приведет к появлению надеж-ных доказательств повреждения, нанесенного АФК, поскольку при смерти мозга развиваются массивные оксидантные повреждения, которые могут маскиро-вать влияние исключительно АФК, образованных при реперфузии.
В заключение, в исследовании показали, что хотя уровни биомаркеров оксидантного стрес-са, связанных с перекисным окислением липи-дов, ассоциированы с тяжестью инсульта и исхо-дами, после ТАП-индуцированной реканализа-ции артерий не происходит заметного изменения уровня их содержания.
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Представленная работа коллектива испанских исследователей затрагивает одну из актуальнейших и важнейших проблем современной неврологии -взаимосвязь формирования и протекания окисли-тельного стресса с повреждением нервной ткани, возникающим при реперфузии мозга после ишеми-ческого инсульта. На первый взгляд эта проблема имеет очевидную и достаточно однозначную трак-товку, состоящую в том, что окислительный стресс, подобно всадникам Армагеддона, уничтожает клетки мозга на различных стадиях формирования и сущест-вования ишемического очага. Причем наибольшие повреждения ожидаются непосредственно после начала реперфузии [1] .
К подобному выводу приводят не только клиничес-кие наблюдения, свидетельствующие в пользу того, что именно возрастание кровотока в подвергшихся ишемии областях мозга способствует интенсивно-Я.Р. Нарциссов, директор НИИ цитохимии и молекулярной фармакологии, доцент
